per 

DEMANDE INTERNATIONALE PUBLIEE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS (PCT) 



(51) Classiflcation Internationale des brevets^ : 
C12N 15/00, 5/00, C12P 21/02 
C07K 15/04, 15/06, GOIN 33/569 
A61K 39/21, 39/285 



Al 



(11) Numero de publication internationale: WO 87/ 07642 

(43) Date de publication internationale: 

17 d6cembre 1987 (17.12.87) 



(21) Numero de la demande internationale: PCT/FR87/00219 

(22) Date de depot international: 15 juin 1987 (15.06.87) 

(31) Numero de la demande prioritaire: 

(32) Date de priorite: 

(33) Pays de priorite: 



16 juin 1986(16.06.86) 
FR 



(71) Deposants (pour tous les Etats designes sauf US): 

TRANSGENE S.A. [FR/FR]; 16. rue Henri Regnault, 
F-92400 Courbevoie (FR). INSTITUT PASTEUR 
[FR/FR]; 25, rue du Docteur-Roux, F-75015 Paris 
(FR). 

(72) Inventeurs; et 

(75) Inventeurs/Deposants (US seulement) : KIENY, Marie- 
Paule [FR/FR]; 1, me de Gascogne, F-67100 Stras- 
bourg (FR). GUY, Bruno [FR/FR]; 18. rue Ste Made- 
leine, F-67000 Strasbourg (FR). LECOCQ. Jean- 
Pierre [BE/FR]; 6, rue du Champ du Feu, F-67116 
Reichstett (FR). MONTAGNIER, Luc [FR/FR]; 21, 
rue de Malabry, F-92350 Le Plessis-Robinson (FR). 



(74) Mandataire: WARCOIN, Jacques; Cabinet Regim- 
beau. 26, avenue KI6ber, F-751 16 Paris (FR). 



(81) Etats designes: AU, DK, JP, KR, US. 



Publiee 

Avec rapport de recherche internationale. 
Avant Vexpiration du dilai pr&vu pour la modification 
des revendications. sera republiie si de telles modifica- 
tions sont repies. 



(54) Titie: VACCINE CONTAINING THE PROTEIN F OF THE AIDS VIRUS 
(54) Titre: VACCIN, CONTENANT LA PROTEINE F DU VIRUS DU SIDA 



Viral vector characterized in that it comprises at least one portion of the genome of a virus, a gene coding for the 
protein F of the virus responsible for AIDS, as well as the elements providing for the expression of said protein in cells. 
Said viral vector may be used as vaccine in the treatment, prevention and diagnosis of AIDS. 

(57) Abrege 

Vecteur viral caracterise en ce qu'il comporte au moins une partie du genome d'un virus, un g^ne codant pour la 
proteine F du virus responsable du SIDA, ainsi que les elements assurant I'expression de cette prot6ine dans des cellules. 
Ce vecteur viral peut etre utilise i titre de vaccin dans le traitement, la prevention et le diagnostic du SIDA. 



UNIQUEMENTA TTTRE D'lNFORMATION 



Codes utilises pour identifier les Etats parties au PCT, sur les pages de couverture des brochures publiant des 
demandes ratemationaies en vertu du PCT. 



AT 


Autriche 


FR 


France 


ML 


Mali 


AU 


Australie 


GA 


Gabon 


MR 


Mauri tanie 


BB 


Barbade 


GB 


Royaume-Uni 


MW 


Malawi 


BE 


Belgique 


HU 


Hongrie 


NL 


Pays-Bas 


BG 


Bulgarie 


IT 


Italie 


NO 


Norvege 


BJ 




JP 




RO 


Roumanie 


BR 


Bresil 


KP 


Republique populaire democratique 


SD 


Soudan 


CF 


Republique Centrafricaine 




de Coree 


SE 


Suede 


CG 


Congo 


KR 


Republique de Coree 


SN 


Senegal 


CH 




LI 


Liechtenstein 


su 


Union sovietique 


CM 


Cameroun 


LK 


Sri Lanlca 


TD 


Tchad 


DE 


Allemagne, Ripublique federate d' 


LU 


Luxembourg 


TG 


Togo 


DK 


Danemark 


MC 


Monaco 


US 


Etats-Unis d'Amerique 


n 


Finlande 


MG 


Madagascar 







wo 87/07642 



PCT/FR87/00219 



Vaccin, contenantla proteine F du virus du SIDA. 

La presente invention concerne plus particulierement un 
vaccin destine a la prevention du SIDA. 

Le syndrome d'immunodeficience acquise (SIDA) est une 
affection virale qui presente maintenant une importance majeure en 
Amerique du Nord, en Europe et en Afrique centrale. 

Les estimations recentes suggerent qu'environ I million 
d-americins peuvent avoir ete exposes au virus du SIDA. Les individus 
affectes presentent une immunodepression severe et la maladie est, en 
general, fatale. 

La transmission de la maladie s'effectue le plus souvent par 
contact sexuel, bien que les personnes utilisant des stupefiants par voie 
intraveineuse representent egalement un groupe a haut risque ; d'autre 
part, un grand nombre d'invidus ont ete infectes par ce virus apres avoir 
recu du sang ou des produits sanguins contamines. 

L'agent causal de cette affection est un retrovirus. De 
nombreuses affections animales ont ete attribuees aux retrovirus, m^is c'est 
seulement recemment que des retrovirus affectant des hommes ont pu etre 

decrits. ' , 

Alors que des retrovirus des cellules T humaines (HTLV . 
human T leukemia virus) de types I et II ont ete impUques comrae agent 
causal de certaines leucemies des cellules T chez les adultes, le retrovirus 
associes a des lymphadenopathies (virus LAV), qui est egalement appele 
virus HTLV III ou A.I.D.S.-related virus (ARV), est maintenant couramment 
accept^ comme l'agent responsable du SIDA. 

Le genome de plusieurs isolats du retrovirus LAV ou HTLV 111 
a ete caracterise de fa,on tres complete (Wain-Hobson et al., 1985 i Ratner 
et al., 1985 , Muesing et al., 1985 ; Sanchez-pescador et al., 1985) et des 
informations sur la sequence genomique indiquent une relation etro.te avec 
le groupe des lentivirus. Les lentivirus, dont le prototype est le virus ov,n 
Visna. sont les agents de maladies a progression tres lente e, ,ui presentent 
typiquement une periode d'incuba.ion prolongee. Le LAV et le virus V.sna 
partagent de nombreuses similarites, en particulier dans leur tropisme pour 
le tissu neural. 
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En plus des trois parties de genome retrouvees chez tous les 
retrovirus et designees gag , pol et env, le virus LAV comporte au moins 
trois autres genes denommes ^ ou Ser, TAT et F ou 3'orf (Wain-Obson et 
al., 1985 ; Arya et al., 1986). Le produit du gene F a ete caracterise par 
5 reaction avec des serums de malades atteints de SIDA et I'identite de la 
proteine confirmee par un sequengage direct des acides amines (Allan et 
al., 1985). 

Selon les auteurs, la proteine F est reconnue par 30 a 90 % 
des serums de malades. Cette proteine migre sur un gel d'acrylamide SDS 
10 selon un poids moleculaire apparent compris entre 26 et 28 kD. Certains 
auteurs ont mis en evidence un produit du gene F compris entre 2'f et 
25 kD, evoquant la possibilite d'une initiation de la traduction au deuxieme 
ATG. 

La proteine F n'est pas glycosylee, bien que deux sites 
15 potentiels de N-glycosylation soient presents. Enfin, 11 a ete demontre que 
la proteine F est acylee par I'acide myristique. 11 existe sur la proteine F 
un tetrapeptide (Arg - Phe - Asp - Ser), retrouve sur certaines proteines 
intervenant dans I'adhesion ceilulaire, et egalement sur une chalne de 
I'antigene HLA de classe IL 
20 Auffray (Auffray, 1986) a evoque la possibilite pour la 

proteine F de jouer un role dans la reconnaissance et I'attachement de la 
proteine env et du virus LAV aux lymphocytes T't, contribuant ainsi a la 
dissemination du virus. De plus, la variabilite elevee (2 a 17 %) de la 
proteine F d'une souche a I'autre, variabilite comparable a celle de la 
25 glycoproteine d'enveloppe, iaisse a penser que la proteine F joue 
effectivement un r61e dans I'infection (Ratner et al., 1985). 

La presente invention propose d'utiliser comme vecteur 
d'expression de la proteine F un vecteur viral permettant I'expression de la 
proteine dans un environnement qui permettra sa restructuration post- 
30 traductionnelle. 

C'est pourquoi la presente invention concerne un vecteur viral, 
caracterise en ce qu'il comporte le gene F du virus responsable du SIDA. 

Parmi les vecteurs viraux utilisables, il faut citer plus 
particulierement les poxvirus et, notamment, le virus de la vaccine (VV). 
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Le virus de la vaccine est un virus a ADN double brin qui a ete 
utilise tres largement dans le monde entier pour controler et eradiquer la 
variole. Des developpements techniques recents ont permis le developpement 
de ce virus comme vecteur de clonage et des virus recombinants vivants ont 
permis d'exprimer des antigenes etrangers et m§me d'obtenir des 
immunisations contre differentes maladies virales ou parasitaires. 

Ainsi, plusieurs groupes ont recemment mis en evidence 
I'utilisation de recombinants de ce type pour exprimer I'antigene de 
I'Influenza, de I'hepatite B et la giycoproteine de la rage pour immuniser 
contre ces maladies (Smith et al., 1983 ; Panicali et al., 1983 ; Kiney et al., 
198*). 

L'expression d'une sequence codant pour une proteine 
etrangere par le virus de la vaccine (VV) implique necessairement deux 
etapes : 

1°) la sequence codante doit §tre alignee avec un promoteur de VV et 
etre inseree dans un segment non essentiel de I'ADN^de VV, clone dans 
un plasmide bacterien approprie ; 

2") les sequences d'ADN de VV situees de part et d'autre de la sequence 
codante doivent permettre des recombinaisons homologues in vivo entre 
le plasmide et le genome viral ; une double recombinaison reciproque 
conduit a un transfert de I'insert d'ADN du plasmide dans le genome 
viral dans lequei il est propage et exprime (Panicali et Paoletti, 1982 ; 
Mackett et al. 1982 ; Smith et al., 1983 ; Panicali et al., 1983). 

Bien entendu, I'utilisation de ce type de vecteur implique 

souvent une deletion partielle du genome du virus vecteur. 

La presente invention concerne plus particulierement un 

vecteur viral caracterise en ce qu'il comporte au moins : 
une partie du genome d'un virus vecteur, 

un gene codant pour la proteine F du virus responsable du SIDA, 
ainsi que les elements assurant l'expression de cette proteine dans les 
cellules. 

L'invention concerne egalement les ADN recombinants 
correspondant auxdits vecteurs viraux. 
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Par "virus responsable du SIDA", on entend notamment 
designer le virus LAV, le virus HTLV III ou ARV, de meme que d'eventuels 
mutants ponctuels ou des deletions partieiles de ces virus, ainsi que les 
virus apparentes. 

5 Les vecteurs viraux, dans la partie correspondant au genome 

du virus vecteur (distinct du virus responsable du SIDA), peuvent etre 
constitues a partir du genome d'un virus d'origine quelconque. Toutefois, on 
preferera utiliser une partie du genome d'un poxvirus et plus particuliere- 
ment une partie du genome de la vaccine. 
10 Les conditions necessaires pour I'expression d'une proteine 

heterologue dans le virus de la vaccine ont ete rappelees precedemment. 

De fagon generale, le gene en cause, par exemple le gene F, 
devra, pour pouvoir etre exprime, etre sous la dependance d'un promoteur 
d'un gene de la vaccine, ce promoteur sera en general le promoteur de la 
15 proteine 7,5K de la vaccine- En outre, la sequence codante devra etre 
clonee dans un gene non essentiel de la vaccine qui pourra eventuellement 
servir de gene marqueur. Dans la plupact des cas, il s'agira du gene TK". 

La proteine F native ne possede pas de signal d'excretion et 
n'est pas glycosylee. On propose ici des modifications de ce gene pour 
20 ameliorer I'immunogenicite du produit d'expression. 

On propose de modifier le gene F de fagon a assurer son 
excretion hors de la cellule, et, d'autre part, pour une troisieme 
construction, a assurer I'ancrage de la proteine dans la membrane. 

Pour ce faire, le gene pourra etre modifie au niveau de sa 
25 partie codant pour I'extremite terminaie de la proteine en ajoutant 
une sequence signal qui provient d'un virus heterologue, par exemple la 
sequence signal de la glycoproteine du virus rabique. Ceci permettra 
I'excretion de la proteine hors de la cellule. 

II est bien entendu que Ton peut utiliser une sequence signal 
30 provenant d'autres proteines virales. 

Enfin, 11 peut etre interessant pour I'immunogenicite de la 
proteine que celle-ci soit ancree dans la membrane cellulaire et ainsi 
correctement presentee au systeme immunitaire de I'hote. C'est pourquoi 
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il est propose, a partir de la precedente construction (F + signal rage), 
d'ajouter au niveau de la partie codant pour Textremite COOH terminaie 
de la proteine F une sequence codant pour la portion transmembranaire 
provenant d'un virus heterologue, celle de la glycoproteine du virus rabique 
5 egalement. 

La presente invention concerne tout d'abord I'utilisation de 
vecteurs viraux pour I'obtention de la proteine codee par le gene F du virus, 
LAV dans des cultures cellulaires. 

II s'agit done dans un premier temps de cellules de 

10 mammiferes qui ont ete infectees par un vecteur viral selon I'invention ou 
bien qui peuvent contenir I'ADN recombinant correspondant ; parmi ces 
cellules, il faut citer plus particulierement les cellules diploldes humaines, 
des cultures primaires ainsi que les cellules Vero. Bien entendu, ii est 
possible de prevoir d'autres types de cellules comme cela ressortira 

15 d'ailleurs des exemples ci-apres. 

Les proteines ainsi obtenues peuvent etre utilisees apres 
purification pour la realisation de vaccins. 

II est egalement possible de 'prevoir I'utilisation directe des 
vecteurs viraux selon I'invention afin d'effectuer une vaccination, la 

20 proteine F etant alors produite in situ et in vivo . 

La presente invention concerne egalement les anticorps 
dresses contre les proteines F precedentes obtenus par infection d'un 
organisme vivant avec un vecteur viral tel que decrit precedemment et 
recuperation des anticorps induits apres un temps determine. 

25 Enfin, la presente invention concerne la detection des 

anticorps dresses contre les proteines F precedentes ainsi que le procede de 
diagnostic correspondant permettant, a partir de la detection de ces 
anticorps dans le prelevement biologique d'un patient, de detecter in vitro 
le 5IDA Chez ce patient. 

30 Les techniques mises en oeuvre pour I'obtention de la proteine 

F, les cultures cellulaires et les techniques de vaccination sont identiques a 
celles qui sont pratiquees actuellement avec les vaccins connus et ne seront 
pas decrites en detail. 
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La presente invention sera mieux comprise a la lecture des 
methodes et exemples suivants. 

Les figures suivantes illustrent les exemples : 
. la figure 1 represente Taction de la tunicamycine sur les proteines 
5 synthetisees par les recombinants VV.TG.FLAV.iU7 et VV.TG.FLAV. 11^*5 

et immunoprecipitees grSce a un serum anti-LAV ; dans cette figure, les 
poids moleculaires sont donnes en kiloDaltons, et on represente par : 
P : le culot cellulaire 
S : le surnageant 
10 - : les produits obtenus sans traitement 

+ : les produits obtenus apres traitement a la tunicamycine 

1 : VV.TG.FLAV.liif^ 

2 : VV.TG.FLAV.ii'f? 

3 : virus de la vaccine, type sauvage ; 

15 .la figure 2 represente le criblage de serums anti-LAV pour leur capacite 
a reconnaltre la proteine F synthetisee par le virus recombinant 
VV.TG.FLAV.l U5 ; les poids moleculaires sont exprimes en kilodaltons, et 
on represente par : 

. 0 : virus de la vaccine, type sauvage 
20 . 1 : VV.TG.FLAV.11^^5, clone C 

. 2 : VV.TG.FLAV.ll'f5, clone D 
. - : serum temoin negatif 

. a, b, c, d, e : serums de malades atteints de SIDA ; 
la figure 3 represente I'immunoprecipitation des proteines synthetisees 
25 par le recombinant VV-TG-ll^f/ ; sur cette figure on designe par : 

. 1 : le virus vaccinal sauvage 
. 2 : VV.TG.FLAV.1U7 

. a : le marquage des cellules BHK21 a la methionine S 
. b : le marquage des cellules BHK21 au ^^PO^ 
30 . c : le marquage des cellules BHK21 a I'acide myristique H 

les poids moleculaires sont en daltons ; 
. la figure H represente I'immunoprecipitation d'extraits de cellules BHK21 
infectees par les recombinants vaccinaux apres marquage au PO^ ; 
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sur cette figure on designe par : 

. - : I'immunoprecipitation sans addition de TPA 

. + : I'immunoprecipitation avec addition de TPA 

. P : ie culot cellulaire 
5 . 5 : le surnageant de culture 

ies poids moieculaires sont en daltons ; 
. la figure 5 represente I'immunoprecipitation des proteines synthetisees 

par le virus recombinant VV.TG.FLAV.l 165 et marquees a la methionine 

■'^S ; sur cette figure on designe par : 
10 . 1 : les cellules infectees par VV.TG.FLAV.l U5 

. 2 : les cellules infectees par VV.TG.FLAV.l 165 

. 3 : les cellules infectees par VV.TG.FLAV.l U7 

les poids moieculaires sont en kiiodaltons ; 
. les figures 6a et 6b representent la reaction des anticorps de souris 
15 vaccinees avec. les virus recombinants vis-a-vis de la proteine F produite 

dans E. coli et transferee sur nitrocellulose ; 

sur la figure 6a : 

. les bandes 1 et 3 representent le virus vaccine sauvage 
. les bandes 2, 4, 5, 8, 9 representent le virus VV.TG.FLAV.l 145 
20 . les bandes 6, 7, 8, 11, 12 representent le virus VV.TG.FLAV.l U7 

. les bandes 13, l^f, 15 representent le virus VV.TG.FLAV.l U6 ; 
sur la figure 6b : 

. les bandes 1, 2 representent le virus vaccine sauvage 
. la bande 3 represente le virus VV.TG.FLAV.l B6 
25 . la bande ti- represente le virus VV.TG.FLAV.l U7 

. les bandes 5, 6, 7, 8 representent le virus VV.TG.FLAV.l 165 . 
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METHODES 
Clonage : Maniatis et al., 1982. 

Enzymes : Utilisees seion les prescriptions du fournisseur. 
vMutagenese iocaiisee : Methode derivee de Zoiler et Smith, i;83. 
5 Transfert dans la vaccine : Kieny et al., 198^. Seule difference : les cellules 
humaines U3B rempiacent les cellules LMTK". 
Preparation du stock de virus 

Les cellules primaires de poulet "germ free" sont infectees a 
0,01 pfu/cellule pendant jours a une temperature de 37''C (milieu MEM + 
10 5 % NCS). 

Purification du virus 

On effectue une centrifugation du stoci< de virus ci-dessus 
pendant 15 minutes a 2 500 tours (Rotor GSA Sorvall). Le surnageant est 
mis de cote. On reprend le culot dans un tampon RSB (Tris HCl 10 mM pH 
15 7,4, KCl 10 mM, MgCl2 I mM) pendant 15 minutes a (^"C. On effectue un 
broyage au potter, puis une centrifugation pendant 15 minutes a 2 500 
tours. Le surnageant est ajoute au precedent puis on effectue un deuxieme 
* broyage de la meme fagon. 

Tous les surnageants sont deposes sur 10 ml de coussin de 
20 saccharose 36 % (p/v) (Tris 10 mM pH 8). On effectue une centrifugation 
pendant 2 heures a 14 000 tours (Rotor SW28, Becl<man). 

Le culot est repris, dissocie et remis sur un deuxieme coussin 
identique. Le deuxieme culot est repris dans 5 ml PBS et charge sur un 
gradient 20-40 % de saccharose (Tris 10 mM pH 8) (meme rotor). On 
25 effectue une centrifugation pendant 45 minutes a 12 000 tours. 

On recupere la bande de virus EUe est culottee par 
centrifugation pendant 1 heure a 20 000 tours. Le culot est repris dans du 
Tris 10 mM pH 8. 



30 
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Immunoprecipltations 

On effectue une infection de cellules BHK21 (boltes de 3 cm 
de diametre, 10^ cellules/bolte, cultivees en G-MEM + 10 % FCS) a 
0,2 pfu/cellule pendant 18 heures. Le milieu est decante et remplace par 

1 ml de milieu sans methionine et 10 pi de methionine ^^S (5 mCi/300 pi) 
(Amersham) par bolte. 

On ajoute uii exces de methionine non radioactive apres 

2 heures. 

A la fin du marquage, on effectue un grattage des cellules 
infectees, une centrifugation pendant 1 minute dans une centrifugeuse 
Eppendorf, une separation des fractions surnageant et culot, un lavage du 
culot une fois en tampon PBS, puis une immunoprecipitation et un gel 
(Selon Lathe et al., 1980). 

Immunoprecipitation des proteines synthetisees en presence de tunicamycine 
Apres, infection de cellules BHK21 comme decrit precedem- 

ment, on ajoute apres 18 heures 1,5 |ag de tunicamycine par ml de milieu 

pendant 1 heure. • 

Le milieu est erisuite decante et remplace par I ml de milieu 

MEM sans methionine contenant 1,5 \ig de tunicamycine et 10 pi de 

methionine "^^S (Amersham). La suite de la manipulation s'effectue comme 

precedemment. 

Traitement endo-F 

Apres immunoprecipitation des proteines marquees par un 

serum de malade atteint du SIDA, la fraction proteine-A sepharose est 

reprise dans : 

0,2 M phosphate de Na, pH 6,1 

0,05 % SD5 

0,1 % Nonidet P^O 

0,1 % Beta-mercaptoethanol 

0,1 % EDTA pH 8 

et bouillie pendant 5 minutes pour denaturer les proteines. 

On effectue une incubation pendant 20 heures a 37°C, avec 
unites d'endo-F par ml, puis une precipitation pendant 2 minutes dans la 
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glace avec 1/5 de volume de TCA 100 %. On lave le culot 3 fois a I'acetone 
80 %, on ajoute le tampon d'echantillons et on charge sur gel 5DS. 
Dosage des anticorps vaccine par test ELI5A 

Des plaques 96 trous (NUNC) a fond plat sont incubees 
5 pendant 18 heures a avec 10^ pfu de virus de la vaccine type sauvage 
en tampon carbonate. Les plaques sont ensuite saturees avec de la gelatine 
0,01 %. Les serums de souris sont aiors adsorbes sur les plaques et on 
effectue le reste du protocole comme pour un test ELISA classique. 
Lectures a ^^92 nM. 

10 

EXEMPLE 1 

Construction des plasmides hybrides 
Les tallies combinees des differents elements necessaires pour 
le transfert de la sequence codant pour le gene env dans le genome de VV 

115 et son expression subsequente sont de I'ordre de plusleurs kb. II a done ete 
juge necessaire de minimiser la taille du plasmide de replication dans E. 
coli utilise pour le .travail de construction de f agdn ' a faciliter les 
manipulations necessaires. 

Le fragment Hindlll (Hin-3) du genome de VV contient le gene 

20 complet de la thymidine kinase (TK) qui a deja ete utilise precedemment 
pour permettre I'echange et la recombinaispn de I'ADN insere dans le 
genome de VV (Macket et al., 1982). II est important de noter que le 
transfert d'un insert dans le gene TK du genome de VV cree un virus TK 
deficient qui peut etre selectionne. II a tout d'abord ete necessaire de 

25 produire un plasmide de petite taille portant un site unique Hindlll 
utilisable pour 1' integration du fragment Hin- 3 VV. En outre, il etait 
necessaire d'eliminer les sequences de restriction non necessaires du 
plasmide de fa?on a permettre les manipulations suivantes. 

La construction a ete amorcee a partir du plasmide pML2 

30 (Lusky et Botchan, 1981) qui est un vecteur derive du plasmide pBR322 par 
deletion spontanee dans lequel le segment entre les nucleotides 1089 et 
2'^91 a ete perdu. D'abord la sequence de Pst I a ete eliminee par insertion 
du fragment Ahalll-Ahalll de pUC8 (Vieira et Messing, 1982) entre deux 
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sites Ahalll de pML2 en eliminant 19 paires de bases. On a utilise la 
methode du "linker-tailing" (Lathe et al., 198^) pour inserer un linker 
Hind lll entre les sites Nrul et EcoRI traite par SI de ce plasmide, en 
eliminant le site Bam HI. 
5 Ceci conduit a un plasmide de 20'^9 paires de bases portant^.le 

gene betatlactamase fonctionnel (conferant la resistance a I'ampicilline) et 
comportant en outre une origine de replication active dans E. coli et un 
site de restriction unique Hind lll. 

Cette construction a ete appelee pTGlH. 
10 Le fragment Hin-3 de I'ADN de VV portant le gene TK a 

prealablement ete clone dans un vecteur provenant de pBR327 (Driilien et 
Spehner, 1983). Ce fragment de kb a ete redone dans le site Hindlll de 
pTGlH. Un clone a ete selectionne dans lequel le gene TK est situe 
distalement par rapport au gene codant pour la resistance a I'ampicilline. 
15 Cette construction pTGlH-TK a ete utilisee comme vecteur 

dans I'experience suivante. 

L'etape suivante a ete d'isoler un promoteur de VV utilisable 
pour commander I'expression de la sequence codant pour le gene a 
exprimer. Le promoteur d'une gene precoce codant pour une proteine de 
20 7 500 daltons (7,5K) a deja ete utilise avec succes dans un but identique 
(Smith et al., 1983) et on a done precede a I'isolement de ce segment. 

Le gene 7,5K est situe sur I'un des plus petits fragments Sail 
(fragment Sal-S) du genome de VV type WR (Venkatasan et al., 1981). 
Comme les petits fragments sont clones de fagon preferentielle, une grande 
25 proportion des clones obtenus par clonage direct de I'ADN de VV type WR 
coupe par Sal! dans le plasmide pBR322 porte le fragment Sal-S- Ce 
fragment est transfere sur le bacteriophage vecteur M13mp701 (Kieny et 
al., 1983) par digestion Sail et religation, en conduisant ainsi au phage 
M13TGSal-S. 

30 Dans ce clone, un site Seal se trouve immediatement a 

proximite de I'ATG d'initiation du gene 7,5K. En aval du gene 7,5K se 
trouvent situes des sites uniques Bam HI et EcoRI provenant du vecteur. 
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Les sites Bam HI et SCa l sont fusionnes par rintermediaire d'un linker Bgl ll 
5'-CAGATCTG-3' apres avoir complete les extremites generees par 
digestion Bam HI avec le fragment Klenow de la polymerase de E. coll. Ce 
precede elimine le site Sea l mais reconstitue le site Bam HI et deplace le 
5 site unique Eco RI en aval. En meme temps, le site Sai l ( Acc I) en aval est 
elimine, le site Sai l en amont devient done unique. 

Cette construction est appelee M13TG 7,5K. 

A rinterieur du fragment Hind -3 de I'ADN de VV se trouvent 
situes des sites Cal l et Eco RI qui sont separes par environ 30 paires de 
10 bases (Weir et Moss, 1983). Le fragment promoteur de 7,5K present dans 
M13TG7,5K est excise par Acc I et EcoRI et clone entre les sites Clal et 
EcoRI de pTGiH-TK pour generer pTGlH-TK-P7,5K. 

Cette construction conduit au transfert des sites BamHI et 
Eco RI uniques du vecteur M13 immediatement en aval de la sequence du 
15 promoteur 7,5K. Ces sites uniques Bam HI et EcoRI sont utilises dans la 
construction suivante. 

Le segment poly linker du bacteriophage M13TG131 (Kieny et 
al., 1983) est excise par Eco RI et Bgl ll et inserfe entre les sites Eco RI et 
Bam HI du plasmide pTGlH-TK-P7,5K, generant pTG186-poly. Dans cette 
20 construction, 5 sites de restriction uniques sont disponibles pour le clonage 
d'un gene etranger sous le contr61e de P7,5K (PstI, Bam HI, SstI, Smal, 
EcoRI). 

EXEMPLE 2 

Construction du plasmide portant le sequence F 
25 Tout d'abord, le gene env du LAV entoure par les sequences 

signal et transmembranaire de la glycoproteine du virus rabique a ete 
insere dans un plasmide (pTG1134) precedemment decrit. Le fragment 
Pstl-PstI du plasmide pTGlH'f est clone dans le vecteur M13mp701 dans 
une orientation adequate. Le bacteriophage resultant est M13TG169 : 

30 

PstI SR TMR PstI 

// \ — h^y^y^^ — 1 # j — v^^y^^^^^A \ // 

Kpnl • Hindlll 



(SR = signal rage 

(TMR = transmembranaire rage 
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Le fragment genomique codant pour la proteine F est obtenu 
par une digestion Bam HI- Hind lll du plasmide p319-6, segment proviral clone 
et decrit precedemment. 

Le fragment BamHl-Hindlll de p319-6 est clone dans le vecteur 
M13TG169 ouvert aux sites Kpn l et Hindlll. Le site Bam HI est relie au site 
Kpn l par un linker oligonucleotide simple brin de sequence : 

5'-GATCGTAC-3' 



5' G T A Cl IG A T C 3' 
Kpn l I 1 I 1 BamHI 



CATG CTAG 
3' 5' 



Le bacteriophage resultant est appele M13TG170 



F 



TMR PstI 



Kpn ^ Sst I Hindlll 

BamHI" 



Afin de pouvoir exciser uniquement la sequence codante de la 
proteine F, un site Bam HI est genere en amont de I'ATG d'initiation de la 
traduction, par mutagenese dirigee par oligonucleotide. 



M13TG170 (simple brin) 



La sequence de I'oligonucleotide est : 



5' GAAAGGATCCTGCTATAAG 3' 
Bam HI 



I 
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Apres reparation et criblage des plages par Toligonucleotide 
marque au ^^P, le phage M13TG173 est isole. II ne differe du phage 
M13TG1 70 que par le site Bam HI situe en amont de I'ATG d'initiation. 



ATG F TGA 

/H ' =^ ' 1 // (M13TG173) 

BamHI SstI 



L'introduction de ce site permet de doner le fragment 
Bam HI-SstI qui contient le gene F dans le plasmide de transfert 
pTG186-poly ouvert aux sites Bam HI et Sst I et dont la construction a ete 
decrite precedemment. Comme cela a ete indique, I'expression d'une 
proteine heterologue dans le virus de la vaccine necessite que la sequence 
codante soit alignee avec une sequence du promoteur de la vaccine et soit 
inseree dans un segment non essentiel de I'ADN de la vaccine. Get ADN 
situe de part et d'autre permet la recombinaison avec le genome de la 
vaccine in vivo par une double recombinaison reciproque qui transfere la ■ 
sequence codante et le promoteur accompagnant dans le genome de la 
vaccine. Le plasmide resultant est le plasmide pTGU'tZ. 

Le transfert de la sequence codante du gene F et du 
promoteur accompagnant dans le genome de la vaccine est effectue comme 
suit : 

EXEMPLE 3 
Clonage dans le virus de la vaccine 
pour generer VV.TG.FLAV.l 1^7 
La strategie decrite par Smith et al., 1983 repose sur 
I'echange in vivo entre un plasmide portant un insert dans le gene VV TK et 
le genome viral de type sauvage de fa?on a inactiver le gene TK porte par 
le virus. Les virus TK' peuvent etre selectionnes par etalement sur une 
lignee cellulaire (TK negative) en presence de 5-bromodeoxyuridine 
(5BUDR) (Mackett et al., 1982). La thymidine kinase phosphoryle le 5BUDR 
en 5'-monophosphate, qui est ensuite convert! en triphosphate. Ce compose 
est un analogue de dTTP et son incorporation dans I'ADN bloque le 
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developpement correct du virus. Un virus TK- peut neanmoins repliquer son 
ADN normalement et il conduit a des plages virales visibles dans une lignee 
cellulaire egalement TK". 

Le virus de la vaccine se propage dans le cytoplasme des 
5 cellules infectees plut6t que dans leur noyau. C'est pourquoi il n'est pas 
possible de tirer avantage de la machinerie de replication et de 
transcription de I'ADN de I'hote et il est necessaire que le virion possede 
les composants pour I'expression de son genome. L'ADN de VV purifie est 
non infectieux. 

10 Afin de generer les recombinants, il est necessaire d'effectuer 

simultanement I'infection cellulaire avec du virion VV et une transfection 
avec le segment d'ADN clone qui presente de I'interSt. Toutefois, la 
generation des recombinants est limitee a la petite proportion des cellules 
qui sont competentes pour la transfection par I'ADN. C'est pour cette 

15 raison qu'il a ete necessaire de mettre en oeuvre une strategie de 
"congruence" indirecte pour reduire le bruit de fond des virus parentaux 
non-recombii»ants. Ceci a ete effectue en utilisant comme virus infectieux 
vivant un mutant thermosensible (ts) de la vaccine qui n'est pas capable de 
se propager a une temperature non permissive de 39,5''C (Drillien et 

20 Spehner, 1983). Lorsque les cellules sont infectees par un mutant ts dans 
des conditions non permissives et transfectees avec I'ADN d'un virus de 
type sauvage, la multiplication virale interviendra seulement dans les 
cellules qui sont competentes pour la transfection et dans lesquelles une 
recombinaison entre I'ADN viral sauvage et le genome du virus ts aura eu 

25 lieu ; aucun virus ne se multipiiera dans les autres cellules, en depit du fait 
qu'elles ont ete infectees. Si un plasmide recombinant contenant un 
fragment de I'ADN de vaccine tel que pTG11^7 est inclus dans le melange 
de transfection, a la concentration appropriee, avec I'ADN du type sauvage, 
il est egalement possible d'obtenir qu'il participe a la recombinaison 

30 homologue avec I'ADN de la vaccine dans les cellules competentes. 

Des monocouches de cellules primaires de fibrobiastes 
d'embryons de poulets (CEF) sont infectees a 3yC avec VV-Copenhague 
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ts7 (0,1 pfu/cellule) et transfectees avec un coprecipite au phosphate de 
calcium de I'ADN du virus de type sauvage VV-copenhague (50 ng/10^ 
cellules) et le plasmide recombinant (50 ng/10^ cellules). 

Apres incubation pendant 2 heures a une temperature qui ne 
5 permet pas le developpement du virus ts (39,5*C), les cellules sont incubees 
de nouveau pendant 48 heures a 39,5°C. Des dilutions de virus ts"^ sont 
utilisees pour reinfecter une monocouche de cellules humaines U3B-TK' a 
37°C qui sont ensuite incubees en presence de 5BUDR (150 pg/ml). 
Differentes plaques de virus TK" sont obtenues a partir de ces cellules qui 

10 ont regu le plasmide recombinant, tandis que les cultures controles sans 
plasmide ne montrent pas de plaques visibles. Les virus TK' sont ensuite 
sous-clones par une deuxieme selection en presence de 5BUDR. 

Une double recombinaison reciproque correcte entre le 
plasmide hybride pTGli47 et le genome de VV aboutit a I'echange du gene 

15 TK portant I'insert avec le gene TK du virus, les recombinants devenant 
ainsi TK". 

Les ADN purifies a partir des differents virus recombinants 
TK' sont digeres. par Hind lll et soumis a une electrophorese sur gel 
d'agarose. Les fragments d'ADN sont transferes sur un filtre de nitro- 
20 cellulose selon la technique decrite par Southern (1975). Le filtre est 
ensuite hybride avec le plasmide pTGll'^7 nick-translate au ^^P. Apres 
lavage du filtre, ce dernier est fluorographie et des bandes de 3,85, 2,9, 
0,8 kb sont visibles sur I'autoradiographie quand le virus vaccine a 
incorpore le gene F du LAV. L'un de ces recombinants VV.TG.FLAV.l l'^? a 
25 ete selectionne pour les etudes suivantes. 

EXEMPLE 4 
Proteine F synthetisee a partir d'un virus 
recombinant vaccine-LAV 
Pour mettre en evidence I'expression du gene F du LAV a 
30 partir du virus vaccine hybride, on infecte des cellules de rongeur, BHK21, 
qui sont cultivees dans un milieu G-MEM + 10 % de serum de veau foetal 
avec ledit recombinant VV.TG.FLAV.l U7. 

Une monocouche semi-confluente fralche (10^ cellules) est 
infectee avec 0,2 pfu/cellule et incubee pendant 18 heures. 



wo 87/07642 



17 



PCT/FR87/00219 



Le milieu est ensuite elimine et on ajoute un milieu a faible 
teneur en methionine (1 ml pour 10^ cellules) supplemente avec 10 pl/ml 
de methionine -^^S (5 mCi/300 \xl). Les cellules sont incubees a 37°C et ies 
proteines marquees sont collectees par centrifugation. Apres separation en 
5 culot et surnageant, les proteines sont incubees avec un serum appartenant 
a des patients atteints de SIDA. Les proteines reagissant avec le serum sont 
recuperees par adsorption sur une resine proteine A-sepharose et etalees 
par electrophorese sur un gel de polyacrylamide SDS et auto-radiographiees 
selon une technique decrite par Lathe et al., 1980. Les autoradiographies 
10 montrent que certains serums des patients atteints du SIDA lient 
specifiquement deux proteines des extraits cellulaires infectes. Les poids 
moleculaires apparents de 25,5 et 27 kd suggerent ^equivalence avec la 
proteine F identifiee par des serums de maiades atteints du SIDA, dans une 
preparation de proteine F authentique et dans des extraits de cellules 
15 infectees par le virus LAV. 

La sequence codant pour F conduit a un produit de traduction 
primaire d'environ 23 kd alors que la proteine F obtenue par le precede 
precedent presente un poids moleculaire apparent compri's entre 25 et 
27 kd. Cette heterogeneicite peut etre attribue a une modification 
20 (acylation) et/ou etre due au fait que deux ATG peuvent etre utilises pour 
Tinitiation de la traduction de F. 

EXEMPLE 5 
Construction de pTG11^5 
Le plasmide pTGil'^5 contient le gene F dont la partie codant 
25 pour I'extremite terminale de la proteine a ete mise en phase avec la 
sequence signal de la glycoproteine rabique. Les constructions derivent du 
phage M13TG170 decrit auparavant. 

La partie 5' du gene F est mise en phase avec la sequence 
signal de ia glycoproteine rabique au moyen d'une deletion generee par 
30 oligonucleotide. 

Les quatre premiers acides amines de ia glycoproteine rabique 
sont conserves pour favoriser un bon clivage du peptide signal. 
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5'PheGljirLxsPheProile G]^ Ir^s Tr^ Ser L^s 2 ' 

TTT GGG AAA TTC CCT ATT " GGT GGC AAG TGG TCA AAA 



fin du 4 premiers f 

signal acides amines , ^. 

rage de la glyco- d'ATG d' initiation est 

prot^ine d^l^t^) 

rabique 



L'oligonudeotide servant a generer la boucle a pour 

sequence : 

5' TTTTGACCACTTGCCACCAATAGGGAATTTCCCAAA 3' 

On obtient ainsi le phage M13TG171. Le signal rage (SR) de la 
glycoproteine rabique fusionne avec le gene F est ensuite transfere clans le 
plasmide pTG186-poly. 

Pour ce faire, on clone le fragment Pstl-PstI de M13TG171 
dans pTG186-poly ouvert au site Pstl. Le plasmide resultant est nomme 
pTGlH5. Le gene F fusionne avec le signal rage est transfere dans la 
vaccine comme decrit precedemment. 

EXEMPLE 6 
Construction de pTGll»6 

Dans ce plasmide, la sequence codant pour la zone trans- 
membranaire de la glycoproteine rabique (TMR) est fusionnee avec la fin 
du gene F. Le codon TGA (stop) du gene F est compris dans la boucle de 
deletion generee par ^oligonucleotide, qui a pour sequence : 

5' TGCACTCAGTAATACATAGCAGTTCTTGAAGTACTC 3' 

Glu Tyr Phe Lys Asn Cys Tyr Val Leu Leu Ser Ala 
GAG TAG TTC AAG AAC TGC TAT GTA TTA CTG AGT GCA 



F 



TMR 
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On obtient ainsi le phage Mi3TG172. 

Le gene F fusionne en amont avec le signal rage et en aval 
avec la portion transmembranaire rage est transfere dans le plasmide 
pTGi86-poly. 

5 Pour ce faire, on clone le fragment Pstl-PstI de M13TG172 

dans le plasmide pTGl86-poly, ouvert par PstI pour generer le plasmide 
pTGll'/6. 

EXEMPLE 7 

Immunoprecipitation des proteines synthetisees par 
10 les virus recombinants VV.TG.FLAV.l 1^5 et 1 U6 

En operant comme cela a ete decrit precedemment pour le 
plasmide pTG1147, on obtient les vecteurs vaccine hybrides correspondant 
aux differents plasmides prepares precedemment. 

Ces vecteurs viraux seront appeles respectivement : 
15 VV.TG.FLAV.iiif5 
VV.TG.FLAV.1U6. 

Les proteines obtenues comme cela a ete decrit precedemment 
sont testees par immunoprecipitation (figure 1). Les immunoprecipites 
obtenus avec le produit de VV.TG.FLAV.l 1^5 font apparaltre une proteine 

20 dont le poids moleculaire apparent est aux environs de 28 kd. La proteine 
mise en evidence dans le surnageant du milieu de culture est d'un poids 
moleculaire apparent plus eleve. II semble que le produit du gene F soit 
effectivement excrete dans le surnageant de culture. 

L'aspect diffus du signal autoradiographique suggerant 

25 I'existence d'une glycosylation, une manipulation de marquage a la ^^S 
methionine en presence de tunicamycine a ete conduite. En presence de 
tunicamycine, on obtient une proteine de poids moleculaire apparent de 
26 kd, nettement inferieur a celui constate auparavant. Ceci indique que le 
produit du virus VV.TG.FLAV.l U5 est glycosyle. La presence du peptide 

30 signal et de sites potentieis de N-glycosylation a entraine une glycosylation 
de la proteine F. Comme la difference de poids moleculaire entre la 
proteine glycosylee et non glycosylee est de 2 kd, 11 est vraisemblable 
qu'un seul des deux sites de glycosylation soit utilise. 
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La meme experience conduite avec le virus VV.TG.FLAV.il 47 
montre que le produit de ce virus n'est pas glycosyie. 

Les immunoprecipites obtenus avec le produit de VV.TG.FLAV.- 
font apparaltre une proteine de poids moleculaire apparent .-uperieur 
5 (3^ kd) a ceux observes precedemment. On pouvait attendre ce resuitat car 
ie gene F est fusionne avec la partie terminale de la glycoproteine rabique, 
comprenant la partie transmembranaire de cette derniere. 

U est egalement demontre, par marquage a la methionine S 
en presence de tunicamycine, que le produit de VV.TG.FLAV.llifS est 
10 glycosyie. L'excretion observee est moindre que ceile constatee avec 
VV.TG.FLAV.1145, indiquant que la proteine est bien ancree a la surface des 
cellules. 

Ceia est confirme par immunofluorescence selon une 
technique decrite precedemment. La surface des cellules apparait 
15 nettement fluorescente par rapport a un temoin negatif, ce qui demontre la 
presence de la proteine F en surface des cellules. 

EXEMPLE 8 

Mise en evidence des anticorps anti-F chez des souris vaccinees avec 
les virus VV.TG.FLAV.l U5, li»6 et 1147 

20 Des souris Baib/c et C57/B1 males de 7 semaines sont 

vaccinees par injection sous-cutanee de 5.10^ pfu ou par scarification de la 
base de la queue et application de 2.10^ pfu de virus VV.TG.FLAV par 
animal. Elles resolvent une injection de rappel avec la meme dose apres 2 
semaines, et subissent une prise de sang au moment du rappel ainsi que 2 et 

25 4 semaines apres le rappel. La presence d'anticorps diriges contre des 
determinants du virus LAV et du virus de la vaccine dans leurs serums est 
recherchee. 

Tous les animaux vaccines donnent des serums capables de 
reagir avec le virus de la vaccine dans un test ELI5A. 
30 Des techniques d'immunoprecipitation ou de "Wertern Blot" 

ont ete utilisees. Ces methodes permettent de mettre en evidence les 
anticorps capables de reagir avec les proteines du virus LAV non denaturees 
ou denaturees au SDS dans un gel d'electrophorese et transferees sur une 
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membrane de nitrocellulose. Dans cette experience, les membranes de 
nitrocellulose employees sont obtenues par transfert des protemes 
contenues dans un extrait cellulaire infecte par le virus LAV selon des 
techniques connues. Ces membranes sont decoupees en bandes et chaque 
5 bande est incubee avec le serum des souris vaccinees (dilution au 1/20). La 
proteine A marquee a ^'^h permet de visualiser les proteines du virus LAV 
qui ont fixe des anticorps de souris. 

Des extraits cellulaires infectes par le virus LAV et marques a 
la cysteine ^^5 ont ete utilises pour les experiences d'immunoprecipitation. 
10 Plusieurs serums donnent une reaction specifique avec une 

proteine de poids moleculaire autour de 27 kd, correspondant a la 
proteine F. 

II faut noter que les serums de quelques souris produisent en 
"Western Blot" des signaux correspondant a des proteines non identifiees de 
15 la preparation de virus LAV fixee sur les membranes. 

EXEMPLE 9 
Mvristilation de la proteine F 
On a montre que des cellules BHK21 infectees par le 
recombinant VV.TG.FLAV.l l^f? expriment une proteine semblable a .la 
20 proteine F native et qui se presente sous deux formes de poids moleculaires 
apparents de 25 et 27 kd en electrophorese en gel de polyacrylamide 5DS 

(figure 3). . - < 

La proteine F synthetisee par les cellules infectees par le 
virus HIV sauvage etant myristilee (Allan et al., 1985), I'existence d-une 
25 modification post-traductionnelle semblable a ete recherchee sur la 
molecule synthetisee par le virus recombinant par marquage avec de I'acide 

myristique tritie. 

Un tapis de cellules BHK21 (10^ cellules/boTte) est infecte 
avec le virus recombinant (a 0,2 pfu/cellule) ; 12 heures apres infection on 
30 ajoute 100 nCi/ml d'acide myristique (Amersham) dans du milieu MEM 
supplements en pyruvate de sodium 5 mM. Apres k heures dUncubation les 
proteines marquees sont recoltees et immunoprecipitees avec un serum de 
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malades atteints de SIDA. Les proteines ayant reagi avec les anticorps sont 
recuperees par adsorption sur une resine de proteine A-sepharose et 
separees par electrophorese en gel de polyacrylamide SDS. 

L'autcradiographie du gel montre que seule la forme de poids 
5 moleculaire apparent de 25 kd est myristilee ; la forme de 27 kd n'apparalt 
pas (figure 3). 

L'expression de la proteine F par le virus de la vaccine 
recombinant permet done d'obtenir une myristilation de la molecule 
semblable a celle de la molecule native synthetisee par le virus HIV. 
10 Le myristate est probablement responsable de I'attachement 

de la molecule dans les membranes intracellulaires comme on I'observe 
pour d'autres proteines myristilees (Gould et al., 1985). 

15 



20 



25 



30 
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TABLEAU 1 

Comparaison des sequences de la proteine F du HIV-i, du HIV-2 
(Guyader et al., 1987) et de la proteine p60src dans leur partie 
N-terminale, et de la partie intracytoplasnnique proche 
5 de la membrane du recepteur EGF 



Myr G 
M G 
Myr G 



G K.W 
A 
S 



S iiS 
S 

S K S 




ELM HE 




F HIV-1„„ 
F 

EGFrec 



20 



25 



30 Le site de phosphorylation par la proteine kinase C de FHIV-1, pp60src et 
EGFrec est indique par la fleche. Myr = acide myristique ; tm = partie 
transmembranaire de la proteine EGFrec. 
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EXEMPLE 10 
Phosphorylation de la proteine F 
La proteine F est myristiiee (exemple 9) et se trouve ainsi 
ancree dans la membrane au contact d'autres proteines membranaires. U 
5 existe des analogies de sequence entre F et la proteine pp60src (Gould et 
al., 1985), egalement myristiiee, et avec le recepteur EGF (Ullrich et al., 
198^^), dans sa partie intracytoplasmique proche de la membrane (tableau 
1). Ces deux dernieres proteines etant phosphorylees par la proteine kinase 
C sur un site proche de la membrane, il a ete cherche si une telle 
10 modification existait pour F. Un site consensus de phosphorylation par la 
proteine kinase C existe effectivement sur la threonine 15 de F (Woodgett 
et al. 1986). 

Un tapis de cellules BHK21 (10^ cellules/bolte) est infecte 
avec le recombinant VV.TG.1U7 (0,1 pfu/cellule) ; 12 heures apres infection 

15 on ajoute 100 pCi/ml de ^^PO^ (Amersham) dans du milieu MEM sans 
phosphate. Apres heures d'incubation, on effectue une immunoprecipitation 
et une electrophorese "sur gel, comme decrit dans I'exemple k. 

La figure 3 montre que la' proteine de 25 kd. qui est 
myrtistilee est egalement phosphorylee. Cette proteine est resolue en deux 

20 bandes : P25-1 et P25-2. Si Ton ajoute au milieu de culture, 10 minutes 
avant immunoprecipitation, I'ester de phorbol 12-tetradecanoyl phorbol-13- 
acetate (TPA), on observe une augmentation tres nette de la phosphorylation 
pour la P25-1. Cela est en accord avec une phosphorylation par la proteine 
kinase C dont I'activite est tres fortement augmentee par le TPA (figure k). 

23 De nombreux isolats de HIV possedent un gene F dont la 

threonine 15 est remplacee par une alanine (Ratner et al., 1985). La 
proteine F de tels isolats est done theoriquement non phosphorylable. Pour 
verifier ce point, on a construit un recombinant exprimant une proteine F 
ayant une alanine en position 15. 

30 La P25-2 peut correspondre soit a une forme de F phosphorylee 

sur un autre acide amine que la Thrl5, soit a une proteine cellulaire 
immunoprecipitee avec F. 
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EXEMPLE 11 

Construction du plasmide pTG1191 
Le plasmide pTGIl91 contient le gene F provenant du 
plasmide pJ19-6 mais dont la threonine en position 15 est remplacee par 
5 une alanine. Les constructions derivent du phage M13TG170 decrit 
precedemment (exemple 2). La mutation threonine-alanine est effectuee au v 
moyen de ^oligonucleotide de sequence : 

5' TCTTTCCCTCACTGCAGGCCATCC 3' 

On obtient ainsi le phage M13TG1151. Le gene F-Ala est 
10 ensuite transfere dans le plasmide pTGlS6-poly. Pour ce faire, on clone le 
fragment Bam HI-SstI de M13TG1151 dans le pTG186-poly ouvert aux memes 
sites. Le plasmide resultant est nomme pTG1191. Le transfert du gene 
F-Aia dans la vaccine est effectue comme decrit precedemment. 
EXEMPLE 12 

15 Immunoprecipitation des proteines synthetisees par le 

virus recombinant VV.TG.FLAV.l 151 
En operant comme cela a ete decrit precedemment pour le 
plasmide pTGlU7, on obtient le vecteur viral VV.TG.FLAV.l 191. ■ 

Les proteines obtenues sont examinees par immunoprecipitation 
20 apres marquage a la "^^S methionine comme decrit precedemment. Les 
proteines obtenues et visualisees sur gel SD5 sont identiques a celies 
induites par le recombinant VV.TG.FLAV.l I't? (non montre). 

5i Ton effectue un marquage au phosphate "^^PO^ comme 
decrit plus haut, on ne visualise plus la forme P25-1 induite par le 
25 recombinant VV.TG.FLAV.l li^7. De plus, I'addition de TPA dans le milieu ne 
modifie pas la phosphorylation de la forme P25-2 (figure ^f). 

Ces resultats indiquent que le site de phosphorylation par la 
proteine kinase C est la threonine 15. Le fait que la proteine F de certains 
isolats ne soit pas phosphorylable par la PKC peut impliquer une activite 
30 biologique differente pour ces isolats. En effet, la phosphorylation par la 
PKC constitue generalement une regulation de I'activite de ses substrats 
(voir revue par Nishizuka, 1986). 
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EXEMPLE 13 

Construction du plasmide pTG1165 
II a ete montre que I'immunogenicite de la proteine F etait 
accrue si celle-ci etait couplee a une zone hydrophobe en C-terminal 
5 (recombinant VV.TG.FLAV.il ^6). Cependant, il est apparu que la conforma- 
tion de la proteine n'etait pas correcte car celle-ci est alors tres peu 
reconnue par des anticorps d'invidus seropositifs. II a done ete entrepris la 
construction d'un virus recombinant exprimant la proteine F couplee a un 
peptide hydrophobe en N-terminal. Ce peptide jouerait ainsi le role de 
10 I'acide myristique, tout en assurant un ancrage plus solide de la proteine 
dans la membrane cellulaire. Ce recombinant a ete construit a partir du 
recombinant VV.TG.FLAV.l l'^5 decrit precedemment. Le present exemple 
concerne done I'utilisation d'un vecteur viral exprimant une proteine F plus 
immunogene que la proteine F non modifiee, et ayant une conformation 
15 similaire a la proteine native. 

Le plasmide pTG1165 contient done le gene F dont la partie 
codant pour I'extremite terminale de la proteine a ete mise en phase 
avec la sequence signal de la glycoproteine rabique, cette sequence signal 
etait mutee afin de supprimer le clivage in vivo entre le peptide signal 
20 hydrophobe et la proteine F. Les constructions derivent du phage M13TG171 
decrit precedemment (exemple 5). 

Le site de clivage est situe entre la glycine terminale du 
peptide signal et la lysine N-terminale de la glycoproteine rabique. Afin de 
supprimer le clivage, la glycine situee en -1 du site de clivage a ete mutee 
25 en tryptophane, la phenylalanine en -2 a ete mutee en isoleucine et la 
proline en -5 en leucine. Ces mutations ont ete realisees au moyen de 
['oligonucleotide de sequence : 

5' AGGGAATTTCCATAAACACAATAGAAAAACCAG 3' 
On obtient ainsi le phage M13TGH07. La sequence signal 
30 mutee de la glycoproteine rabique fusionnee avec le gene F est ensuite 
transferee dans le plasmide pTG186-poly. 

Pour ce faire, on clone le fragment Pstl-PstI de M13TG1107 
dans le pTG186-poly ouvert au site Pstl. Le plasmide resultant est nomme 
pTG1165. Le gene F fusionne avec la sequence signal de la rage mutee est 
transfere dans la vaccine comme decrit precedemment. 
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EXEMPLE 1» 

Immunoprecipitation des proteines synthetisees par 
le virus recombinant VV.TG.FLAV.l 165 
En operant comme cela a ete decrit pour le plasmide pTG1147, 
5 on obtient le virus de la vaccine recombinant correspondant au plasmide 
pTG1165 et denomme VV.TG.FLAV.l 165. Les proteines obtenues comme cela 
a ete decrit precedemment sont testees par immunoprecipitation (figure 5). 

Les immunoprecipites obtenus avec le produit de VV.TG.FLAV.- 
1165 font apparaitre une proteine dont le poids moleculaire apparent est 
10 de 26000 daltons. La proteine est absente dans les surnageants de culture. 
Une manipulation de marquage a la ^^S methionine en presence de 
tunicamycine indique que la proteine obtenue n'est pas glycosylee. 
EXEMPLE 15 

Mise en evidence des anticorps anti-F chez des souris 
15 vaccinees avec les virus VV.TG.FLAV.l 165 

Des souris Balb/C femelles de 7 semaines sont vaccinees par 
scarification a la base de 'la queue comme decrit dans I'exemple 8. La 
• detection des anticorps s'effectue par tech;iique de "Western blot". La 
proteine F produite dans E. coli est transferee sur nitrocellulose, des 
20 bandelettes sont decoupees et incubees avec les serums des animaux 
vaccines (figure 6a). La reaction observee est environ 3 a 5 fois plus forte 
pour le recombinant VV.TG.FLAV.l 165 que pour le recombinant VV.TG.- 
FLAV.l U7, et equivalente a celle du recombinant VV.TG.FLAV.l 196 (figure 
6b). Cependant, I'utilisation du recombinant VV.TG.FLAV.l 165 est 
25 preferable car la proteine synthetisee est parfaitement reconnue par des 
anticorps d'individus seropositifs, done sa conformation est correcte. Le 
recombinant VV.TG.FLAV.l 165 semble etre le meilleur candidat pour un 
vaccin contre la proteine F. 

30 
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Depot des souches representatives de I'invention : 

Le phage M13mp701 et le plasmide pTGin^f sont decrits dans 
la demande de brevet n" 86 05043 du 8 avril 1986. 

Le plasmide pai9-6 a ete depose le 16 novambre 198^^ a la 
5 Collection Nationale de Cultures de Microorganismes de I'lnstitut Pasteur 
sous le n" 366-1 et est decrit dans le brevet anglais n° 84 29099. 

La souche suivante a ete deposee le 6 juin 1986 a la 
Collection Nationale de Cultures de Microorganismes de I'lnstitut Pasteur : 
- E. coli transforme pTGlU7 sous le n*> 1-561. 
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REVENDICATIONS 

1) Vecteur viral caracterise en ce qu'il comporte au moins : 
. une partie du genome d'un virus, 

5 . un gene codant pour la proteine F du virus responsable du SIDA, 

, ainsi que les elements assurant I'expression de cette proteine dans des 
cellules. 

2) Vecteur viral selon la revendication 1, caracterise en ce que 
la partie du genome d'un virus est une partie du genome d'un poxvirus. 

10 3) Vecteur viral selon la revendication 2, caracterise en ce que 

le poxvirus est la vaccine. 

t^) Vecteur viral selon I'une des revendications 1 a 3, 

caracterise en ce qu'il comporte une sequence signal et/ou une sequence 

transmembranaire provenant d'un virus heterologue. 
15 5) Vecteur viral selon la revendication i^, caracterise en ce que 

la sequence signal et/ou la sequence transmembranaire provenant d'un virus 

heterologue provient du virus de la rage. 

6) Vecteur viral selon I'une des reven'dications 1 a 5, 
caracterise en ce que le gene codant est le gene F total comportant depuis 

20 I'extremite 5' : 

. la sequence signal du gene G du virus de la rage, 
. le gene F total, 

. la zone transmembranaire (TM) du gene G. 

7) Vecteur viral selon I'une des revendications 1 a 6, 
25 caracterise en ce que la sequence d'ADN codant pour la proteine F est sous 

la dependance d'un promoteur d'un gene du poxvirus. 

8) Vecteur viral selon la revendication 7, caracterise en ce que 
le promoteur est un promoteur du gene de la vaccine. 

9) Vecteur viral selon la revendication 8, caracterise en ce que 
30 la sequence d'ADN codant pour la proteine F est sous le controle du 

promoteur du gene de la proteine 7,5K de la vaccine. 

10) Vecteur viral selon I'une des revendications 7 a 9, 
caracterise en ce que la sequence codant pour la proteine F est clonee dans 
le gene TK de la vaccine. 
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11) ADN recombinant correspondant a un vecteur viral selon 
I'une des revendications 1 a 10. 

12) Culture de cellules de mammiferes infectees par un 
vecteur viral selon I'une des revendications 1 a 10 ou comportant un ADN 

5 selon la revendication 11. 

13) Procede de preparation de la proteine F du virus 
responsable du SIDA, caracterise en ce qu'on cultive des cellules selon la 
revendication 12 et qu'on recupere la proteine F produite. 

II*) Proteine F de virus responsable du SIDA obtenue par nnise 
10 en oeuvre du procede selon la revendication 13. 

15) Proteine selon la revendication l'^, caracterisee en ce 
qu'elle comporte, en outre, une partie de glycoproteine de la rage. 

16) Proteine selon la revendication U, caracterisee en ce 
qu'elle comporte, en outre, un peptide hydrophobe en position N-terminale. 

15 17) Vaccin caracterise en ce qu'il est constitue par un vecteur 

viral selon- I'une des revendications 1 a 10 et/ou par la proteine selon I'une 
des revendications l'^ a 16. 

18) Anticorps dresses contre la proteine F du virus responsable' 
du SIDA, caracterises en ce qu'on inocule un organisme vivant avec un 

20 vecteur viral selon I'une des revendications 1 a 10 ou avec les proteines 
obtenues selon I'une des revendications 14 a 16 et en ce qu'on recupere les 
anticorps formes apres un temps determine. 

19) Procede de diagnostic in vitro du SIDA chez un patient par 
mise en evidence des anticorps de la revendication 18 dans un prelevement 

25 biologique dudit patient. 
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